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TT- CONTENANT ET 

VZCTEUR :rorT ™«T« .-UHE 

pnUR L* IMMUNISATION A 
VACCIN POUR 

HEPATITE. Ob jet un vecteur 

„_.4sente demande a pouj. j 
La preseni-e ^'une hepatite. 

, pour 1 • i»«.unis.tion » 1 ' co.po=i.lon 
Elle est en outre relative 
eontenant ce vecteur . . d'RDN nu <i»ns Xes 

I.. i„™uni».tion par . . ^.^^.eurs tra.aux 

tlssus musculaires a ^ 

1. debut des annees 19su. n45-1749, 
10 depuis le oeo science, 259, n»= 

Ainsi, UI-MER ' .„„ a 1-encontre <Su virus 

1993, ont obtenu ' ,y„s T cytctoxlques 

influenza par Induction ^"^^f ^/^^^.^s un pUsmld 
en mjectant dans des a. l,e pla-^^- 

13 codant P°-^- re'pro.oreur du virus du sarco.e de 

utllisS porta soit le P ,irus. 
ROUS solt le pronoteur du =y«"e,a 

M^^ectTdes vecteurs co.prenant 
4523-4527, 1993, ont et un g.ne 

JO le pro^oteur du virus f J.^"" ,„„ieulcine-4 ou le 
codant pour I' ^"-^^"^"^^^^/jj^, de type ,l(TGF-pi) - 
facteur de croissance t" .ellulaire, des 

I.es reponses i^nunitaires h ^^„,„,3„es P" voie 
souris auxquelles ont amellorees. 
„ lntra.usc„lalre ces Plas. des, so^ ^^^^ 

WRNG et al. <"° . les muscles de 

90,4156-4160, 1993,, „dant pour la 

souris un plas-^''- T vir-= '''' 
protwne d'enveloppe Z; "^^"/ „^\,.,„.ent par de la 
30 Plasmldes a .t* P^-'^^^j;/,, le muscle. Les 

bupivacaine au meme endr d'anticorps 
auteurs mettent en ^^^''^^^^J^J^ le virus HIV- 

capables de neutraliser ^ ^'^^"^.^^ . gt* inject* 
1 on remarquera nianmoins que 
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deux fois par semaine pour un nombre total de quiatre 
injections . 

DAVIS et al . ( Compte-Rendu du 2 Seme Congres 
European sur le muscle, Bielefeld, Allemagne, 2 1-25 
5 Septembre 1992) ont injecte des plasmides portant un 
gene codant pour la luciferase ou la )3-galactosiclase 
en pretraitant les muscles par du sucrose ou une 
cardiotoxine. Les auteurs observent 1' expression de la 
luciferase ou de la jS-galactosidase . 

10 Plus recemment, un article paru dans Science et 

Avenir (Septembre 1993, pages 22-25) indique que 
WHALEN et DAVIS ont reussi a immuniser des souris 
contre le virus de 1' hepatite B en leur injectant de 
I'ADN pur du virus dans les muscles- Une injection 

15 prealable de toxine de venin de serpent suivie de 
1' injection d'ADN 5 a 10 jours plus tard est citee de 
maniere generale- II est precise que cette methode 
n'est pas pratique, 

Ces travaux avaient ete precedes par d*autres 

2 0 experimentations dans lesquelles differents ADN 
avaient ete injectes, en particulier dans des tissus 
musculaires. Ainsi, la demande PCT/US 90/01 515 
(publiee sous le n' WO-90/11 092) divulgue diverses 
constructions plasmidiques pouvant etre injectees, en 

25 particulier dans des tissus musculaires pour le 
traitement de la dystrophie musculaire. Neanmoins,. ce 
document precise que I'ADN est pref erentiellement 
injecte dans des liposomes. 

II en est de meme du .brevet canadien CA 362 . 966 

30 (publie sous le n' 1. 169.793) qui decrit 1 'injection 
intramusculaire de liposomes contenant de I'ADN codant 
en particulier pour les antigenes HBs et HBc . Les 
resultats decrits dans ce brevet mentionnent 
1' expression d' antigenes HBs. La presence d'anticorps 
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anti-HBs n'a pas ete recherchee . 

La demande Internationale PCT/FR 92/00 898 
(publiee sous le n" WO-93/06 223) decrit des vecteurs 
viraux pouvant etre achemines par la voie sanguln 
5 jusqu'a des cellules cibles. Ces vecteurs sent a±nsi 
reconnus par les recepteurs de cellules, telles que 
des cellules musculaires et peuvent etre employes dans 
le traitement de la dystrophie musculaire ou de la 
thrombose. 

10 Cette demande ne concerne pas 1 • Immunisatiorx a 

I'encontre de virus tels que par exemple celui de 
1' hepatite B. 

II ressort done de I'etat de la technique cite 
que, si I'on connaissait deja des techniques 

15 d' immunisation a I'encontre de 1 ' hepatite par 
injection d'ADN nu, celles-ci presentaient un grand 
nombre d ' inconvenients ne les rendant pas pratiques a 
mettre en oeuvre. 

autre part, I'ADN nu utilise pour vacciner 

20 des souris etait I'ADN pur du virus. Ce type de 
traitement n'est pas envisageable pour la vaccination 
humaine, du fait des risques qu'il fait, courir aux 
patients . 

Enfin, les experimentations plus anciennes dans 
25 lesquelles I'ADN injecte est contenu dans des 
liposomes n'ont pas demontre de reponse immunitaire . 

Le demandeur s ' est done attache a trouver de 
nouvelles constructions de vecteurs permettant 
d'immuniser a I'encontre de 1' hepatite tout en n'ayant 
30 pas de consequences negatives pour la sante humaine. 

II s'est d' autre part attache a trouver un 
additif a des compositions contenant ees constructions 
permettant une degenerescence efficaee du tissu 
musculaire avant 1' injection de I'ADN, et compatible 
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avec les iinperatifs de la sante humaine. 

Le demandeur a montre de manieire surprenante 
que I'on pouvait obtenir un niveau d'anticor-ps 
efficace et durable largement superieur au niveau 
5 permettant d'obtenir chez I'homme una protection 
immunitaire efficace et durable a 1 ' encontre de 
1* infection par le virus de 1' hepatite en administr-ant 
par injection intramusculaire un vecteur ayant une 
construction definie, et une substance capable 
10 d'induire une necrose coagulatrice des fibires 
musculaires . 

La presente demande a done pour objet un 
vecteur nucleotidique comprenant au moins : 

- un gene ou un ADN complementaire codant pour 
15 au moins une partie d'une proteine de virus, et 

- un promoteur permettant 1' expression de ce 
gene dans des cellules musculaires, 

Ledit vecteur peut ne pas se repliquer dans ces 
cellules . 

20 II peut aussi etre replicatif ce qui permet 

d'obtenir un nombre eleve de copies par cellule et 

d'ameliorer la reponse immunitaire* 

Le vecteur est en outre choisi afin d'eviter 

son integration au sein de I'ADN cellulaire, de telles 
25 integrations etant connues pour activer les oncogenes 

et induire la cancerisation des cellules. 

Le vecteur selon la presente invention est 

avantageusement un plasmide en partie d'origine 

bacterienne et portant notamment une origlne de 
30 replication bacterienne et un gene permettant sa 

selection/ tel qu'un gene de resistance a un 

ant ibiotique . 

Ce vecteur peut etre aussi pourvu d'une origine 

de replication lui permettant de se repliquer dans les 
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cellules musculaires de son hote, telle gu'une origine 
de replication du virus du papillome bovin. 

Le gene ou I'ADN complementaire compris dans ce 
vecteur code avantageusement pour une proteine de 
structure d'un virus mais il peut aussi coder pour une 
proteine regulatrice. 

Le gene ou I'ADN complementaire porte pair ce 
vecteur peut coder pour au moins une partie d • une 
proteine du virus d'une hepatite en particuliear de 
1' hepatite B et pref erentiellement la proteine HBs, 
sous I'une de ses formes S, S-preS2 ou S-preS2-preSl , 
auquel cas le gene est le gene S, 

Le virus peut aussi etre responsable d • une 
autre hepatite telle qu'une hepatite A ou qu • une 
15 hepatite non-A, non-B, telle qu'une hepatite C, E ou 
delta . 

Les sequences des genes ou des proteines des 
virus de ces hepatites sont decrites ou peuvent etre 
deduites des documents suivants : 

brevet FR-79 21 811, brevet FR 80.09.039, 
brevet EP-81 . 400 , 634 , brevet FR 84.03.5 64, 
brevet EP 91.830.479 et article de Najarian et 
al. ( Proc, Natl. Acad. Sci. USA, 1985, 82, 
2627-2631) . 

Le vecteur peut aussi comprendre des genes 
codant au moins en partie pour la proteine gpl60 du 
virus HIVl associee a la proteine p25, et/ou a la 
proteine p55, et/ou a la proteine pl8 ou au moins un 
gene codant pour la proteine Rev du virus HIVl. 

Le vecteur peut aussi comprendre au lieu d'une 
proteine d'un virus, une proteine d'un microorganisme 
pathogene tel qu'une proteine de la bactexie 
responsable de la diphterie, de la coqueluche, d'une 
listeriose , la toxine du tetanos etc... 



20 



25 



30 
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Le promoteur porte par ce vecteur est. 
avantageusemeht le promoteur du cytomegalovirus (CMV). 
II peut neanmoins etre tout autre promoteur permettant 
une expression ef f icace du gene dans les cellules 
5 musculaires. 

II peut ainsi etre : 

- un promoteur interne ou endogene, c'est-a- 
dire un promoteur du virus dont est issu le gene; un 
tel promoteur peut etre complete par un element 

10 regulateur du muscle ou d'un autre tissu, en 
particulier un element activateur, 

- un promoteur d • un gene d • une proteine du 
cytosquelette, en particulier de la desmine tel que 
decrit par BOLMONT et al . (Journal of submicroscopic 

15 cytology and pathology, 1990, 22, 117-122) et ZHENLIN 
et al. (Gene, 1989, 78, 243-254). 

- le promoteur des genes de surface du v±rus 

HBV. 

De maniere generale , le promoteur peut etre 
20 heterologue a 1 ' hote, c ' est-a-dire qu ' il n' est pas 
trouve Chez 1 "hSte de maniere naturelle, mais il est 
avantageusement homologue, tout en etant actif a 
I'origine dans un tissu autre que le tissu muscula±re. 

Outre le promoteur, le vecteur peut comprendre 
25 une sequence de terminaison de la transcription, 
situee en aval du gene. 

Un tel vecteur peut etre le plasmide pCMV/HBS, 
ou pRCCMV"HBS, ayant la sequence SEQ ID N*"!^ depose 
sous le 1-1370 aupres de la Collection National© de 
30 Cultures des Microorganismes de I'Institut Pasteur ( 
CNCM) le 21 Octobre 1993. 

II peut aussi etre le plasmide pRSV/HBS depose 
sous le n"I-1371 aupres de la CNCM le 21 Octobre 
1993.. 
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Ce plasmide est de structure similaire au 
pCMV/HBS mais comprend le promoteur du virus du 
Sarcome de Rous (RSV) au lieu du promoteur du 
cytomegalovirus ( CMV ) . 
5 D'autres plasmides peuvent etre : 

- le PCMVHB-S1.S2.S qui a ' ete construit par 
insertion du fragment Bgl II-Bgl II du gene S, ot>tenu 
a partir du pCPlO, dans un vecteur pBlueScript modifie 
pour contenir des sites de clonage supplemental res 

10 dans la partie "polylinker" . Le fragment contenant le 
gene S a ete ensuite enleve par digestion KpnI-BssH II 
puis clone dans les sites correspondants du pcDNA 3 
(In vitrogen, Rad Systems Europe Ltd, Abingdon UK) 
afin d'obtenir le pCMVHB-Sl . S2 . S . Ce plasmide a ete 

15 depose sous le n' 1-1411 aupres de la CNCM. 

- le PCMVHB-S2.S qui a ete obtenu en elim±nant 
la partie pre-Sl du gene HBS du pCMVHB-Sl -32 . S par 
digestion KpnI/MstI, puis en liguant, apres traitement 
par de la nuclease SI, les deux extremites . 

20 Le PCMVHB-S2.S a ete depose aupres de la CNCM 

sous le n"I-1410. 

- le PHBV-S1.S2.&, depose auprSs de la CNCM 
sous le n* 1-1409, a ete obtenu par insertion du 
fragment Bgl II- Bgl II du gene S, obtenu a partir du 

25 pCPlO, dans un vecteur pBlueScript modifie pour 
contenir des sites supplementaires de clonage dans la 
partie "polylinker", 

- le PBS-SKT-S1.S2.S, code pour les trois 
proteines d'enveloppe S, S-preS^ et S-preSj-preSs du 

30 virus HBV. 

La presente invention est en outre relative a 
des sequences nucleotidiques comprenant un promoteur 
homologue a I'hote et une autre sequence de regulation 
pour 1' expression d'un gene ou d'un ADN complementaire 
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codant pour une des proteines citees ci-dessus. 

La presents invention a en outre pour objet un 
vaccin ou un medicament contenant au moins un vecteur, 
ou une sequence nucleotidique, tel que defini ci- 
5 dessus. 

Elle a de plus pour objet une composition 
' capable d'induire une reponse cytotoxique constituee 
par au moins une sequence nucleotidique exprimee dans 
les cellules musculaires et comportant un promoteur 
10 tel que defini ci-dessus. 

Elle est encore relative a une composition 
pharmaceutique non lipidique destines a 1 ' immunisation 
a I'encontre d'une infection virale telle qxa ' une 
hepatite comprenant au moins d'une part uns substance 
15 capable d'induire une necrose coagulatrice des fibres 
musculaires et d' autre part un vecteur tel que decrit 
ci-dessus ou comportant une des sequences 
nucleotidiques telles que decrites ci-dessus completes 
ou partielles. On entend par sequence partielle ou 
20 sequence codant pour au moins 6 acides amines. 

Avantageusement ladite substance est la 
bupivacaine . 

D'une maniere avantageuse, ladite composition 
est caracterisee en ce que le vecteur est administre 
25 dans le muscle de I'individu a immuniser, au minimum 5 
jours apres 1 • administration de la bupivacaine, et 
sensiblement au meroe endroit. 

une telle pre-administration de bupivacaine 
permet de maniere surprenante d'augmenter I'efficacite 
30 de 1' administration du vecteur ainsi que 
1 ' immunisation de I'individu . 

Avantageusement, le vecteur est administre dix 
jours apres administration de la bupivacaine, et 
sensiblement au meme endroit dans le muscle de 
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1 • individu ♦ 

La presente composition peut en outre contenir 
des adjuvants compatibles et phaxmaceutiquement 
acceptables . 

5 Une telle composition est pref erentiellement 

administree par injection intramusculaire . L'inject±on 
peut etre effectuee a 1 • aide d'une seringue affectee a 
cet usage mais aussi a I'aide d'un pistolet a jet 
liquide tel que celui decrit par FURTH et al . { 19 92, 
10 Anal. Biochem.205/ 365-368). 

Les quantites de bupivacaine necessaires pour 
obtenir une degenerescence suffisante du txssu 
musculaire afin d' obtenir une immunisation optimale 
sont de 1 ' ordre de 0,10 mg a lOmg par dose de 
15 composition injectable, 

Les quantites de vecteurs a injecter afin 
d' obtenir une immunisation optimale de 1 • individu a 
I'encontre d'une hepatite varient en fonction de la 
proteine codee par le gene porte par le vecteur . A 
20 titre indicatif, on injectera entre 0,1 et 1000 /ig de 
vecteurs par individu. 

Les vecteurs pourront etre obtenus par ies 
methodes connues de I'homme du metier, en particuiier 
par synthese ou par les methodes du genie genetique . 
25 De telles methodes sont celles decrites en 

particuiier dans le manuel technique : 

Maniatis T. et al • 1982 - Molecular Cloningr, A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor - Ed. New Yorlc. 

La presente invention est illustree sans 
30 aucunement etre limitee par les exemples qui suivent 
dans lesquels : 

La figure 1 est une representation schematxque 

du plasmide pRC/CMV-HBs. 

_ Les figures 2A a 2D sont des representations 
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schematiques respectivement des plasmides pCMVHB-S, 
PCMVHB-S2-S, PCMVHB-S1.S2 .S et pHBV-Sl.S2.S 

Les figures 3 , 4 et 5 sont des cartes de 
restriction schematiques respectivement des plasmides 
5 PCMVHB-S2-S, pCMVHB-Sl . S2 . S et pRSV-HBS . 

La figure 6 illustre la secretion de particules 
antigeniques HBs (HBs Ag) en ng/ml (en ordonnee ) en 
fonction du nombre de jours ( en abscissa ) par des 
cellules portant les plasmides pCMVHB-S, pGMVHB- 
10 S1.S2.S, PHBV-S1.S2.S, pSVS ou pCMVHB-S2.S 

Les figures 7A et 7B illustrent la mise en 
evidence sur certaines particules de la figure 5 des 
antigenes preS^^ et PreS2 par respectivement des 
anticorps anti-preS^ et anti-preS2 . La formation des 
15 complexes anticorps-antigene est mise en evidence par 
la densite optique (en ordonnee)^ en fonction de la 
concentration en antigene. 

Les figures 8A a 8D representent les reponses 
anti-HBS (HBs Ab en ordonnee, exprimee en mUI/ml ) et 
20 anti-preS2 (preS2 Ab en ordonnee, exprimee en D.O. ) de 
souris vaccinees par respectivement le pCMVHB-S ( 8A) , 
le PCMVHB-S2.S (8B), le pCMVHB-Sl . S2 . S (8C) et le 
PHBV-S1.S2.S (8D)- 

La figure 9 illustre la reponse anticorps, 
25 immunoglobulines Ig G et IgM { titres en ordonnee), 
d'une souris vaccinee par le pCMVHB-S2.S en fonction 
du nombre de semaines (en abscisse) . 

Les figures lOA a IOC representent les reponses 
anti-groupe et anti-sous type ay induites par de 1 • ADN 
30 de pCMV-S (ADN) ou de 1 ' antigene HBS (prot) , 
respectivement chez des souris BIO (lOA) , BIOS ( lOB) 
et BIOM (IOC). 

Les figures lOD a lOF representent les reponses 
anti-groupe a induites par de I'ADN de pCMV-S (ADN) ou 
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de I'antigene HBS (prot), respect! vement chez des 
souris BIO (lOD), BIOS (lOE) et BIOM (lOF). 

La figure 11 represente une carte lineaire de 
restriction du plasmide pBS-SKT-Sl . S2 . S • 

5 EXEMPLE 1 : 

Induction d'anticorps a 1 ' encontre 'un 

antioene de surface de 1 ' hepatite B r ^^ in^ectiion 
seauentielle de bupivacaine et d'un plasmj'^p poirtiant 
un gene codant pour 1' anti oene. 

10 1) Materiels et methode s 

1.1 Pretraitement par la bupivacaine. 
Toutes les experimentations ont ete effectuees 
sur les muscles du tibia anterieur { TA) de souris 
C57BL/6J agees de 5 a 7 semaines. 

15 Un cycle unique de degeneiration et de 

regeneration des fibres musculaires est induit dans 
les muscles du tibia anterieur de souris non 
anesthesiees, par injection intramusculaire de 50 pi 
de marcaine (bupivacaine 0,5 %/ DMSO 1%) 

20 commercialisee par les Laboratoires Astra, France . La 
solution est injectee en utilisant une seringue a 
tuberculose et une aiguille inseree dans un manchon de 
polyethylene, afin de limiter la penetration a une 
profondeur de 2 mm. 

25 La marcaxne etant un anesthesique, les 

injections dans les jambes droite et gauche sont 
espacees de 10 a 30 minutes afin d'eviter un 
surdosage* 

1.2. Preparation de I'ADN 

30 Le plasmide utilise a ete construit par clonage 

dans un vecteur pBluescript modifie du fragmerLt de 
restriction Xho I-Bgl II du plasmide pCPlO qui 
contient le gene codant pour I'antigene de surface HBS 
et des sequences non traduites en amont et en aval 



wo 95/11307 



PCT/FR94/0O483 



12 



incluant le signal de poly-adenylation, 

Le gene S a ete ensuite recupere par digestion 
a I'aide des enzymes KpnI-BssHII et le fragment a ete 
clone dans le site du vecteur pRC/CMV commercial ±se 
5 par In Vitrogen, La construction plasmidique finale a 
ete appelee pCMV-HBS et a ete depose sous le n* I- 13 70 
aupres de la CNCM. 

Ce plasmide est represents schematiquement sur 
la figure 1. Le promoteur CMV est situe entre le 
10 nucleotide 228 qui est le site de coupure de la Mlul 
et le nucleotide 896, qui est le site de coupure de la 
KpnI. Le fragment d'ADN comprenant le gene de 
structure de I'antigene HBs a ete clone entre les 
nucleotides 896 et 2852 ( site de la BssH III). 
15 Le gene HBs s ' etend entre les nucleotides 9 11 

(site Xhol) et 2768 (site Bgl II). 

La sequence complete de ce plasmide est la 
sequence SEQ ID N'l. 

L'ADN plasmidique purifie a ete prepare par les 
20 methodes standard, redissous dans du tampon PBS et 
stocke a -20°C jusqu'a I'injection. 
1.3 Injection de 1 ' ADN 

Un a cinq jours apres injection de la marcajCne, 
on a injecte au meme endroit 1*ADN, la souris etiant 
25 anesthesiee a I'aide de pentobarbital de sodium 
(75mg/kg voie intraperitoneale ). 

La solution d'ADN qui contient 50 ^g d ' i=^DN 
plasmidique et 50 jul de tampon PBS a ete injecteo a 
travers la peau dans les muscles en cours de 
30 regeneration du tibia anterieur par une inject^ion 
unique intramusculaire, 

Des injections ont ete effectuees de man±ere 
bilaterale, dans les deux pattes des souris, chaque 
animal recevant ainsi au total lOOjig d'ADN plasmid j-C3ue 



wo 95/11307 



PCT/FR94/0O483 



13 



recombinant. Comme pour 1' injection de la marcaxne , on 
injecte la solution d'ADN en utilisant la seringue a 
tuberculosa et 1* aiguille precedemment ciecrite- 

Dans chaque patte on a ef fectue une seule 
5 injection intramusculaire d'ADN. 
2 . Resultats 

Les resultats obtenus sont resumes dans le 
tableau I ci-apres . 

lis montrent de maniere tres claire que 
10 1' injection d'ADN apres traitement par la marcaine 
permet d^obtenir des taux importants d'anticoz-ps 
seriques a 1 ' encontre de I'antigene de surface de 
1' hepatite B. 

Ces resultats sont surprenants, 1' analyse de 
15 I'etat de la technique ne permettant pas de supposer 
qu'un plasmide permettrait 1 • induction d ' anticoirps- 
anti-HBs pouvant etre retrouves dans le serum et 
permettant ainsi une vaccination efficace. 

La facilite de mise en oeuvre de la vaccination 
20 par des plasmides , et le fait qu'il ne soit pas 
necessaire de faire des rappels, permet d'envisager 
une vaccination a grande echelle. 
EXEMPLE 2 ; 

Comparaison de I'efficacite d'i n-jection ci ' un 

2 5 plasmide en presence et en absence de l ioides, 

Une dose de 10 ^/g d'ADN plasmidique du vecteur 
SV40-Lucif erase disponible dans le commerce' ("pGL.2- 
Control Vector" de Promega, reference El 11) dans 50 
pi de solution physiologique est injectee dans un 
30 muscle pretraite avec du sucrose selon la methode de 
Davis et al . (Hum. Gene Ther. 4:151-159 (1993)). L'ADN 
injecte est prealablement melange avec des lipides 
tels que le dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) ou 
des melanges suivants : DOGS + spermidine, et DOGS + 
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polyethyleneglycol (PEG)- L'activite de la luciferase 
est mesuree 5 jours apres 1* injection, 

Ces resultats f igurent dans le tableau II ci- 

apres . 

5 lis montrent que la presence de lipides (DOGS) 

diminue de maniere tres importante I'efficacite 
d' injection du plasmide par rapport a une composition 
sans lipides (temoin) . 

10 EXEMPLE 3; 

Comparaison des reoonses de isouris et — de — lapins a 

I'encontre de plasmides portan t divers promoteurs et 

genes d* enveloppe du virus HBV. 

Quatre plasmides ont ete construits permettant 

15 1- expression de une, deux ou trois proteines 
d* enveloppe du virus HBV, Dans trois des constructions 
(pCMVHB-S, PCMVHB-S2.S, pCMVHB-S 1 . S2 . S ) les genes 
codant pour les proteines d' enveloppe du virus HBV 
sont places sous le controle transcriptionnel du 

20 promoteur des genes precoces du virus CMV ( figure 1/ 
figure 2 A a 2C , figures 3 et 4). Le quatrieme 
plasmide (pHBV-Sl . S2 . S ) utilise comme element de 
controle transcriptionnel le promoteur des genes de 
surface du virus HBV contenu dans la region pre-Sl de 

25 ce virus (Cattaneo et al. (1983) Nature, 305, 336) 
(figure 2D). Dans les quatre constructions, le signal 
de polyadenylation utilise est contenu dans les 
sequences HBV presentes en 3 ' du gene 

1. controle in vitro de 1'efficacite Oes 

30 vecteurs . 

Pour controler I'efficacite de ces vecteurs in 
vitro dans des cellules eucaryotes, des fibroblastes 
ou des myoblastes de souris ont ete trans fectes. Un 
plasmide exprimant les trois proteines d' enveloppe 

35 sous controle du promoteur SV40 (pSVS) a ete utilise 



wo 95/11307 



PCT/FR94/0O483 



15 



comme controle (Michel et al. 1984, Proc. Natl. Acrad. 
Sci. USA, 81, 7708-7712))- La figure 6 montre la 
cinetique de secretion des particules HBs dans les 
surnageants de culture. Les faibles taux d'antigene 
5 produits par transfection du vecteur pCMVHB-Sl • S2 . S 
sont compatibles avec una forte synthese de la gr^nde 
proteine d'enveloppe a partir du promoteur CMV. Cette 
proteine etant myristillee dans sa partie amino- 
terminale, est retenue dans le reticulum endoplasmique 

10 (Ganem, (1991), Current Topics in Microbiology and 
Immunology, 168, 61-83). La retention dans la cellule 
de proteines portant des determinants pre-Sl a ete 
confirmee par immunof luorescence • 

La composition des particules secretees a ete 

15 analysees dans un systeme ELISA sandwich utilxsant 
comme anticorps de capture un anticorps monoclonal de 
souris specifique des determinants pre-Sl ( figure 7A) 
ou pre-S2 (figure 7B) et comme second anticorps un 
serum polyclonal de lapin anti-HBs. Ces experiences 

20 montrent que les particules d'AgHBs produites a paxrtir 
du vecteur pCMVHB-Sl . S2 . S portent des determinants 
pre-Sl et pre-S2 signant la presence de la grande et 
de la moyenne proteine d'enveloppe du virus HBV- Les 
particules secretees apres transfection du vecteur 

25 pCMVHB-S2.S et pHBV-Sl.S2.S portent, en plus des 
determinants Hbs, des determinants pr"e-S2 

caracteristiques de la proteine moyenne d'enveloppe, 
2) Inoculation de I'ADN 

L'ADN purifie sur colonne Quiagen a ete in^ ecte 

30 par voie intramusculaire en une seule injection de 
lOOfjg (50 ^g/patte) dans le muscle anterieur du txbia 
de souris C57/BL6 (8 souris par groupe) . Cinq jours 
avant 1* injection, le muscle a ete pretraite paar la 
cardiotoxine afin d'induire une degeneration suivie 
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d*une regeneration des cellules musculaxres favorisant 
ainsi la capture de I'ADN par ces cellules ♦ 

Des experiences d'injection de I'ADN ont ete 
egalement realisees chez le lapin. Dans ce cas I'ADN 
5 pCMVHB-S a ete administre dans le muscle normal sans 
degeneration, soit au moyen d'un pistolet d'injection 
sans aiguille le Biojector^ , soit au moyen de 
seringues conventionnelles munies d'aiguilles. 

3 ) Reponses anti-HBs des sourls va ccinees — Ear 

10 1 ' ADN 

Une reponse anticorps anti-HBs est induite par 
une seule injection de I'un ou 1 ' autre des qiaatre 
plasmides utilises. 

La reponse anticorps a ete analysee au moyen de 

15 kit commerciaux de detection des anticorps ant±-HBs 
(Monolisa anti-HBs, Diagnostic Pasteur) • Les anticorps 
anti-preS2 sont detectes dans un systeme ELISA 
utilisant sur la phase solide un peptide de la region 
pre-S2 (AA 120-145) correspondant a 1 ' epitope B ma j eur 

20 porte par ce domaine (Neurath et al., ( 1985), Nature, 
315, 154). 

Les figures 8A a 8D montrent la cinetique de la 
reponse anti-HBs (HBs-Ab) exprimee en milli-unites 
internationales/ml et de la reponse anti-pire-S2 

25 (preS2Ab) mesuree en densite optique (4 92 nm) pouir des 
serums dilues au 1/100. La revelation est effecttaee a 
I'aide d*un anticorps anti-immunoglobuline (IgG) ^® 
souris marque a la peroxydase. 

L' injection du plasmide pCMVHB-S ( figure 8A) 

30 induit une synthese constante des anticorps anti — HBs- 
La seroconversion est obtenue chez 100% des souris des 
une semaine apres 1 ' injection avec un taux moyen 
d' anticorps de 48 mUI/ml (de 12 a 84 mUI/ml, ecart- 
type (SD) =28), ce qui est 4 a 5 fois superieiai: au 
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seuil requis chez 1 ' homme pour conferer la protection 
( 10 mUI/ml) . 

La reponse induite par une seule injection du 
plasmide pCMVHB-S2.S (figure 8B) -se caracterise par 
5 1' apparition tres precoce d'anticorps anti-HBs. Ces 
anticorps atteignent un taux moyen de 4 39 mUI/ml < de 
104 a 835 mUI/ml; SD = 227) a une semaine puis 
diminuent pour reaugmenter et atteindre a 13 semad.nes 
le taux initial. La signification de ce pic 
10 d* anticorps sera discutee plus loin. Un pic 
d'anticorps IgG anti-pre-S2 est observe a cieux 
semaines . 

L' apparition des anticorps anti-HBs induits par 
1* injection des plasmides pCMVHB-Sl . S2 . S ( figure 8C) 

15 et pHBV-Sl.S2.S ( figure 8D) est legerement retaardee 
puisque les souris ne seroconvertissent a 100 % cju • a 
partir de deux semaines. Le profil de la 
seroconversion est identique, il est caracterise par 
une reponse initiale specif ique de 1 ' antigene prre-S2 

20 suivie d'une reponse anti-HBs augraentant graduelleitient 
pour atteindre des taux de 488 mUI/ml (de 91 a 1034 
mUI/ml; SD=552) (pCMVHB-Sl . S2 . S) et 1725 mUI/ml (de 
143 a 6037 mUI/ml; SD=1808) (pHBV-Sl . S2 .S) a 13 
semaines. 

25 4) Reponse anti-HBs des lapins v accines par 

1 * ADN . 

Les resultats presentes sur les tableaux ITT et 
IV montrent que les taux d'anticorps detectes a 8 
semaines chez les lapins immunises au Biojector sont 
30 signif icativement superieurs a ceux obtenus par 
injection de I'ADN a 1 'aiguille. 

5 . Analvse qualitative de la reponse hnmorale. 

Des systemes ELISA portant sur la phase solide 
des antigenes HBs de compositions variees vis-a-vis 
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des determinants presentes et utilisant conune second 
anticorps des anticorps specif iques des IgM ou des IgG 
de souris ont permis d' analyser qualitativement la 
reponse anticorps obtenue. 
5 Dans tous les cas, 1' injection unique de 1 ' ADN 

Chez la souris se caracterise par 1 ' apparition precoce 
d'IgM specifiques de I'AgHBs suivie immediatement par 
la conversion en anticorps d'isotypes IgG 
caracteristiques de la reponse memoire induite avec 

10 I'aide des cellules T auxiliaires . La reponse 
anticorps a 1' injection de I'ADN se caracterise pair sa 
precocite. En effet, la seroconversion est obtenue 8 a 
15 jours apres 1' injection selon le type ci'ADN utilise 
et dans tous les cas le plateau est atteint en quatre 

15 semaines et maintenu de fagon soutenue pendant 12 
semaines • 

L' utilisation d ' antigene HBs de sous type 
heterologue (ad) fixe sur les plaques ELISA permet: de 
mettre en evidence la presence, dans le serum des 

20 souris immunisees, d' anticorps specifiques de groupe 
anti-a, et par difference de reactivite vis-a-vis 
d'AgHBs de meme sous-type (ay), d'anticorps 
specifiques de sous-type anti-y. La presence des 
anticorps specifiques des determinants de groups de 

25 I'AgHBs est tres importante puisque ceux-ci sent 
capables de conferer la protection centre des virus de 
sous-type heterologues lors d'epreuves virulentes chez 
le chimpanze (Szmuness et al. ( 1982) N. Engl- J. Med. 
307, 1481-1486) . 

30 L' analyse de la reponse induite par le vecteur 

PCMV-S2.S montre que celle-ci presente une remarqviable 
similitude avec celle que I'on peut observer chez 
I'homme au cours de 1' infection. Elle est caracteir isee 
par un pic d'IgM specifiques de la region p3re-S2 
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extremement precoce (8 jours) immediatement suivi par 
une conversion en IgG ant.i-pre-S2 ( figure 9). Cetzte 
reponse est suivie par 1' apparition des anticorps 
anti-HBs IgM puis IgG. La production des anticorps 
5 anti-HBs est constante et atteint un maximum a 4 
semaines. A 13 semaines des IgG anti-HBs et anti-E>2re- 
S2 persistent a un niveau constant. 

La reponse anti-sous-type (y) precede la 
reponse anti-groupe (a) de la meme maniere que eel a a 
10 ete decrit lors de la vaccination avec le vaccin 
recombinant (Tron et al • , (1989) (J. Infect. Dis.3.60, 
199-204). 

La reponse obtenue avec les trois autres ADN 
vaccin montre la conunutation de class© IgM— ^ TgG 

15 caracteristlque de la reponse secondaire. La reponse 
etant d'abord dirigee centre le sous- type avant de 
I'etre contre les determinants de group© de I'AgHBs. 

La reponse a long terme, etudiee pour 1 ' ADN 
pCMVHB-S, montre que le pic d' anticorps est atteint en 

20 3 mois et que ceux-ci persistent a taux egal 6 mois 
plus tard (Tableau V) . 

6 ) Vaccin qenetioue et non reponse 
Un probleme majeur de la vaccination contre 
1' hepatite B reste le nombre eleve de non-repondeiars a 

25 la vaccination classique (2,5 a 5%) • La non reponse 
Chez I'honune a pu etre correlee a certains types HLA 
(Krustall et al., (1992) J. Exp. Med. 175, 495-502 ) et 
a un defaut de la presentation de I'antigene ou la 
stimulation des cellules T auxiliaires. 

30 Pour etudier 1 • impact possible de la 

vaccination genetique sur la non reponse a l*AgHBs / 
un panel de souches de souris dont la reponse aux 
differentes proteines d'enveloppe du virus HBV est 
regulee genetiquement et a ete bien caracterisee par 
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Millich et Coll. ( 1986 J. Immunol. 137, 315) a ete 
utilise- La construction pCMVHB-S precedemment decrite 
' a ete injectee dans les muscles des souris BlO(H- 
2^)B10,S et BIO.M (H-2^). 

5 La souche BIO repond aux trois proteines 

d'enveloppe du virus, la souche BIO.S ne repond pas a 
I'AgHBs mais la non-reponse peut etre contournee par 
immunisation avec des antigenes HBsAg portant des 
determinants pre-S2. La souche BIOM est totalement non 
10 repondeuse a I'antigene HBs et a I'antigene pre-S2. 

Une reponse dans cette souche a pu etre obtenue par 
immunisation avec des AgHBs portant des determinants 
pre-Sl. 

Les souris immunisees par I'ADN ont regu une 
15 seule injection (100 jjg) dans le muscle en 
regeneration. Les souris temoins ont regu la protexne 
en deux injections intraperitoneales a un mois 
d'intervalle/ la premiere de 2 AgHBs adjuve en 

adjuvant complet de Freund (CFA) et la seconde de 2 jjg 
20 AgHBs adjuve en adjuvant incomplet de Freund (IFA) . 

Les resultats obtenus avec 1 ' ADN pCMVHB-S s ont 
illustres par les figures lOA a lOF* 

- Dans la souche BIO (bonne repondeuse) la 
reponse induite par I'ADN est plus precoce que la 

25 reponse induite par la proteine apres une seule 
injection. 

- Dans la souche BIOS ( non repondeuse a 
1' AgHBs en 1' absence de pre-S2) on observe 
1' apparition d'anticorps anti-HBs specif iques de sous- 

30 type puis specif iques de groupe apres immunisation par 
I'ADN pCMVHB-S. Des anticorps anti-HBs specif iques de 
groupe ne sont obtenus chez les souris immunisees avec 
— la proteine HBs qu' apres la 2eme injection. 

- Dans la souche BIOM ( non repondeuse a 
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l*AgHBs en 1' absence de pre-Sl) 1 ' immunisation par 
I'ADN permet d'obtenir une reponse anti-HBs specif J- cjue 
dG groupe et de sous-type alors que la proteine induit 
une reponse de sous-type seulement et necessite deux 
5 injections. 

La reponse induite par les trois types de 
vecteurs est comparee dans les trois souches de 
souris . 
CONCLUSION 

10 II est generalement admis. que la reponse 

humorale a I'antigene HBs est suffisante a elle seule 
pour conferer la protection. La presence d'anticorps 
diriges centre d'autres determinants (pre-Sl et p>x-e- 
S2) portes par les proteines d^enveloppe du vimS/ 

15 eux-memes protecteurs , pourrait amelioirer la qualite 
de cette reponse. L' ensemble des experiences 
rapportees ici montre que la reponse humorale indialte 
par la vaccination genetique anti-hepat±te B est dans 
plusieurs domaines superieure a celle qui peut etre 

20 obtenue par la vaccination classique. 

En termes de taux de seroconversion: le taux de 
100% est obtenu des 8 jours pour les souris immunisees 
avec les ADN pCMV-HBs et pCMVHB-S2.S et cela apres une 
seule injection. 

25 En termes de niveau de reponse: le seuil de 10 

mUI/ML considere suffisant chez 1 • homme pour conferer 
la protection est tou jours largement depasse. 

En termes de precocite de la reponse: le 
vecteur pCMVHB-S2.S permet d'obtenir en 8 jours un 

30 niveau tres eleve d'anticorps anti-pre-S2 et I'on salt 
que ceux-ci sont capables, a eux seuls, de conferexr la 
protection ( Itoh et al . , (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 83, 9174-9178). 

En termes de persistance de la reponse: les 
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anticorps anti-HBs persistent a un niveau eleve 
pendant plus de 6 mois. 

En, termes de qualite de la reponse: les 
anticorps obtenus sont de type IgG caracteristicques 
5 d*une reponse dependante de cellules T auxiliaires et 
done d'une reponse memoire. 

En termes d'activite anti-virale: les anticorps 
sont specifiques du sous-type viral mais sur-tout 
specifiques de groupe et done susceptibles de conf erer 
10 une protection croisee. 

En termes de signification biologique: le 
profil de la reponse obtenue par inununisation avec 
pCMVHB-S2,S mime completement celui que I'on 5>eut 
observer, chez I'homme, lors d'une infection viarale 
15 resolue. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENE RALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT PASTEUR 

(B) RUE: 28, rue du Docteur Roux 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75724 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Vecteur nucleotidique , 
composition le contenant et vaccin pour 1 ' immunisation 
a I'encoritre d'une hepatite 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 1 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0/ Version 
#1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 5618 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: circulaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AON (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: pRCCMV-HBS 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTCGACTCT 40 

CAGTACAATC TGCTCTGATG CCGCATAGTT AAGCCAGTAT 80 

CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 120 

CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA 160 

CAATTGCATG AAGAATCTGC TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG 200 

CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 240 



QMcrw^irv net ton-** •* i » 
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GATTATTGAC 


TAGTTATTAA 


TAGTAATCAA 


TTACGGGGTC 


280 


ATTAGTTCAT 


AGCCCATATA 


TGGAGTTCCG 


CGTTACATAA 


320 


CTTACGGTAA 


ATGGCCCGCC 


TGGCTGACCG 


CCCAACGACC 


360 


CCCGCCCATT 


GACGTCAATA 


ATGACGTATG 


TTCCCATAGT 


400 


AACGCCAATA 


GGGACTTTCC 


ATTGACGTCA 


ATGGGTGGAC 


440 


TATTTACGGT 


AAACTGCCCA 


CTTGGCAGTA 


CATCAAGTGT 


480 


ATCATATGCC 


AAGTACGCCC 


CCTATTGACG 


TCAATGACGG 


520 


TAAATGGCCC 


GCCTGGCATT 


ATGCCCAGTA 


CATGACCTTA 


560 


TGGGACTTTC 


CTACTTGGCA 


GTACATCTAC 


GTATTAGTCA 


600 


TCGCTATTAC 


CATGGTGATG 


CGGTTTTGGC 


AGTACATCAA 


640 


TGGGCGTGGA 


TAGCGGTTTG 


ACTCACGGGG 


ATTTCCAAGT 


680 


CTCCACCCCA 


TTGACGTCAA 


TGGGAGTTTG 


TTTTGGCACC 


720 


AAAATCAACG 


GGACTTTCCA 


AAATGTCGTA 


ACAACTCCGC 


760 


CCCATTGACG 


CAAATGGGCG 


GTAGGCGTGT 


ACGGTGGGAG 


800 


GTCTATATAA 


GCAGAGCTCT 


CTGGCTAACT 


AGAGAACCCA 


840 


CTGCTTAACT 


GGCTTATCGA 


AATTAATACG 


ACTCACTATA 


880 


GGGAGACCCA 


AGCTTGGTAC 


CGGGCCCCCC 


CTCGAGGATT 


920 


GGGGACCCTG 


CGCTGAACAT 


GGAGAACATC 


ACATCAGGAT 


960 


TCCTAGGACC 


CCTTCTCGTG 


TTACAGGCGG 


GGTTTTTCTT 


1000 


GTTGACAAGA 


ATCCTCACAA 


TACCGCAGAG 


TCTAGACTCG 


1040 


TGGTGGACTT 


CTCTCAATTT 


TCTAGGGGGA 


ACTACCGTGT 


1080 


GTCTTGGCCA 


AAATTCGCAG 


TCCCCAACCT 


CCAATCACTC 


1120 


ACCAACCTCT 


TGTCCTCCAA 


CTTGTCCTGG 


TTATCGCTGG 


1160 


ATGTGTCTGC 


GGCGTTTTAT 


CATCTTCCTC 


TTCATCCTGC 


1200 


TGCTATGCCT 


CATCTTCTTG 


TTGGTTCTTC 


TGGACTATCA 


1240 


AGGTATGTTG 


CCCGTTTGTC 


CTCTAATTCC 


AGGATCCTCA 


1280 


ACAACCAGCA 


CGGGACCATG 


CCGGACCTGC 


ATGACTACTG 


1320 


CTCAAGGAAC 


CTCTATGTAT 


CCCTCCTGTT 


GCTGTACCAA 


1360 


ACCTTCGGAC 


GGAAATTGCA 


CCTGTATTCC 


CATC C CATC A 


1400 


TCCTGGGCTT 


TCGGAAAATT 


CCTATGGGAG 


TGGGCCTCAG 


1440 


CCCGTTTCTC 


CTGGCTCAGT 


TTACTAGTGC 


CATTTGTTCA 


1480 


GTGGTTCGTA 


GGGCTTTCCC 


CCACTGTTTG 


GCTTTCAGTT 


1520 


ATATGGATGA 


TGTGGTATTG 


GGGGCCAAGT 


CTGTACAGCA 


1560 


TCTTGAGTCC 


CTTTTTACCG 


CTGTTACCAA 


TTTTC TTTTG 


1600 


TCTTTGGGTA 


TACATTTAAA 


CCCTAACAAA 


ACAAAGAGAT 


1640 
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GGGGTTACTC TCTAAATTTT ATGGGTTATG TCATTGGATG 1680 
TTATGGGTCC TTGCCACAAG AACACATCAT ACAAAAAATC 1720 
AAAGAATGTT TTAGAAAACT TCCTATTAAC AGGCCTATTG 1760 
ATTGGAAAGT ATGTCAACGA ATTGTGGGTC TTTTGGGTTT 1800 
TGCTGCCCCT TTTACACAAT GTGGTTATCC TGCGTTGATG 1840 
CCTTTGTATG CATGTATTCA ATCTAAGCAG GCTTTCACTT 1880 
TCTCGCCAAC TTACAAGGCC TTTCTGTGTA AACAATACCT 1920 
GAACCTTTAC CCCGTTGCCC GGCAACGGCC AGGTCTGTGC 1960 
CAAGTGTTTG CTGACGCAAC CCCCACTGGC TGGGGCTTGG 2000 
TCATGGGCCA TCAGCGCATG CGTGGAACCT TTTCGGCTCC 2040 
TCTGCCGATC CATACTGCGG AACTCCTAGC CGCTTGTTTT 2080 
GCTCGCAGCA GGTCTGGAGC AAACATTATC GGGACTGATA 2120 
ACTCTGTTGT CCTATCCCGC AAATATACAT CGTTTCCATG 2160 
GCTGCTAGGC TGTGCTGCCA ACTGGATCCT GCGCGGGACG 2200 
TCCTTTGTTT ACGTCCCGTC GGCGCTGAAT CCTGCGGACG 2240 
ACCCTTCTCG GGGTCGCTTG GGACTCTCTC GTCCCCTTCT 2280 
CCGTCTGCCG TTCCGACCGA CCACGGGGCG CACCTCTCTT 2320 
TACGCGGACT CCCCGTCTGT GCCTTCTCAT CTGCCGGACC 2360 
GTGTGCACTT CGCTTCACCT CTGCACGTCG CATGGAGACC 2400 
ACCGTGAACG CCCACCAAAT ATTGCCCAAG GTCTTACATA 2440 
AGAGGACTCT TGGACTCTCA GCAATGTCAA CGACCGACCT 2480 
TGAGGCATAC TTCAAAGACT GTTTGTTTAA AGACTGGGAG 2520 
GAGTTGGGGG AGGAGATTAG GTTAAAGGTC TTTGTACTAG 2560 
GAGGCTGTAG GCATAAATTG GTCTGCGCAC CAGCACCATG 2600 
CAACTTTTTC ACCTCTGCCT AATCATCTCT TGTTCATGTC 2640 
CTACTGTTCA AGCCTCCAAG CTGTGCCTTG GGTGGCTTTG 2680 
GGGCATGGAC ATCGACCCTT ATAAAGAATT TGGAGCTACT 2720 
GTGGAGTTAC TCTCGTTTTT GCCTTCTGAC TTCTTTCCTT 2760 
CAGTACGAGA TCTGGCCAGG ATCCACTAGT TCTAGAGCGG 2800 
CCGCCACCGC GGTGGAGCTC CAGCTTTTGT TCCCTTTAGT 2840 
GAGGGTTAAT TGCGCGCATG CCCGACGGCG AGGATCTCGT 2880 
CGTGACCCAT GGCGATGCCT GCTTGCCGAA TATCATGGTG 2920 
GAAAATGGCC GCTTTTCTGG ATTCATCGAC TGTGGCCGGC 2960 
TGGGTGTGGC GGACCGCTAT CAGGACATAG CGTTGGCTAC 3000 
CCGTGATATT GCTGAAGAGC TTGGCGGCGA ATGGGCTGAC 3040 
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CGCTTCCTCG TGCTTTACGG 
AGCGCATCGC CTTCTATCGC 
AGCGGGACTC TGGGGTTCGA 
CCAACCTGCC ATCACGAGAT 
CTATGAAAGG TTGGGCTTCG 
GGCTGGATGA TCCTCCAGCG 
TCTTCGCCCA CCCCAACTTG 
TTACAAATAA AGCAATAGCA 
GCATTTTTTT CACTGCATTC 
TCATCAATGT ATCTTATCAT 
GAGAGCTTGG CGTAATCATG 
GAAATTGTTA TCCGCTCACA 
CGGAAGCATA AAGTGTAAAG 
AGCTAACTCA CATTAATTGC 
TCCAGTCGGG AAACCTGTCG 
CGGCCAACGC GCGGGGAGAG 
TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC 
TTCGGCTGCG GCGAGCGGTA 
AATACGGTTA TCCACAGAAT 
AACATGTGAG CAAAAGGCCA 
AAAAGGCCGC GTTGCTGGCG 
CCCTGACGAG CATCACAAAA 
TGGCGAT^CC CGACAGGACT 
CCCCTGGAAG CTCCCTCGTG 
GCCGCTTACC GGATACCTGT 
AGCGTGGCGC TTTCTCAATG 
GTTCGGTGTA GGTCGTTCGC 
CGAACCCCCC GTTCAGCCCG 
AACTATCGTC TTGAGTCCAA 
CGCCACTGGC AGCAGCCACT 
GAGGTATGTA GGCGGTGCTA 
CCTAACTACG GCTACACTAG 
GCGCTCTGCT GAAGCCAGTT 
TAGCTCTTGA TCCGGCAAAC 
GGTTTTTTTG TTTGCAAGCA 



TATCGCCGCT 


CCCGATTCGC 


3080 


CTTCTTGACG 


AGTTCTTCTG 


3120 


AATGACCGAC 


CAAGCGACGC 


3160 


TTCGATTCCA 


CCGCCGCCTT 


3200 


GAATCGTTTT 


CCGGGACGCC 


3240 


CGGGGATCTC 


ATGCTGGAGT 


3280 


TTTATTGCAG 


CTTATAATGG 


3320 


TCACAAATTT 


CACAAATAAA 


3360 


TAGTTGTGGT 


TTGTCCAAAC 


3400 


GTCTGGATCC 


CGTCGACCTC 


3440 


GTCATAGCTG 


TTTCCTGTGT 


3480 


ATTCCACACA 


ACATACGAGC 


3520 


CCTGGGGTGC 


CTAATGAGTG 


3560 


GTTGCGCTCA 


CTGCCCGCTT 


3600 


A. OIm. X wW 


ATTAATGAAT 


3640 




TATTGGGCGC 


3680 


T G AC TC GC TG 


CGCTCGGTCG 


3720 


TCAGCTCACT 


CAAAGGCGGT 


3760 


CAGGGGATAA 


CGCAGGAAAG 


3800 


GCAAAAGGCC 


AGGAACCGTA 


3840 


TTTTTCCATA 


GGCTCCGCCC 


3880 


ATCGACGCTC 


AAGTCAGAGG 


3920 


ATAAAGATAC 


CAGGCGTTTC 


3960 


CGCTCTCCTG 


TTCCGACCCT 


4000 


CCGCCTTTCT 


CCCTTCGGGA 


4040 


CTCACGCTGT 


AGGTATCTCA 


4080 


TCCAAGCTGG 


GCTGTGTGCA 


4120 


ACCGCTGCGC 


CTTATCCGGT 


4160 


CCCGGTAAGA 


CACGACTTAT 


4200 


GGTAACAGGA 


TTAGCAGAGC 


4240 


CAGAGTTCTT 


GAAGTGGTGG 


4280 


AAGGACAGTA 


TTTGGTATCT 


4320 


ACCTTCGGAA 


AAAGAGTTGG 


4360 


AAACCACCGC 


TGGTAGCGGT 


4400 


GCAGATTACG 


CGCAGAAAAA 


4440 
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AAGGATCTCA 


AGAAGATCCT 


TTGATCTTTT 


CTACGGGGTC 


4480 


TGACGCTCAG 


TGGAACGAAA 


ACTCACGTTA 


AGGGATTTTG 


4520 


GTCATGAGAT 


TATCAAAAAG 


GATCTTCACC 


TAGATCCTTT 


4560 


TAAATTAAAA 


ATGAAGTTTT 


AAATCAATCT 


AAAGTATATA 


4600 


TGAGTAAACT 


TGGTCTGACA 


GTTACCAATG 


CTTAATCAGT 


4640 


GAGGCACCTA 


TCTCAGCGAT 


CTGTCTATTT 


CGTTCATCCA 


4680 


TAGTTGCCTG 


ACTCCCCGTC 


GTGTAGATAA 


CTACGATACG 


4720 


GGAGGGCTTA 


CCATCTGGCC 


CCAGTGCTGC 


AATGATACCG 


4760 


CGAGACCCAC 


GCTCACCGGC 


TCCAGATTTA 


TCAGCAATAA 


4800 


ACCAGCCAGC 


CGGAAGGGCC 


GAGCGCAGAA 


GTGGTCCTGC 


4840 


AACTTTATCC 


GCCTCCATCC 


AGTCTATTAA 


TTGTTGCCGG 


4880 


GAAGCTAGAG 


TAAGTAGTTC 


GCCAGTTAAT 


AGTTTGCGCA 


4920 


ACGTTGTTGC 


CATTGCTACA 


GGCATCGTGG 


TGTCACGCTC 


4960 


GTCGTTTGGT 


ATGGCTTCAT 


TCAGCTCCGG 


TTCCCAACGA 


5000 


TCAAGGCGAG 


TTACATGATC 


CCCCATGTTG 


TGCAAAAAAG 


5040 


CGGTTAGCTC 


CTTCGGTCCT 


CCGATCGTTG 


TCAGAAGTAA 


5080 


GTTGGCCGCA 


GTGTTATCAC 


TCATGGTTAT 


GGCAGCACTG 


5120 


CATAATTCTC 


TTACTGTCAT 


GCCATCCGTA 


AGATGCTTTT 


5160 


CTGTGACTGG 


TGAGTACTCA 


ACCAAGTCAT 


TCTGAGAATA 


5200 


GTGTATGCGG 


CGACCGAGTT 


GCTCTTGCCC 


GGCGTCAATA 


5240 


CGGGATAATA 


CCGCGCCACA 


TAGCAGAACT 


TTAAAAGTGC 


5280 


TCATCATTGG 


AAAACGTTCT 


TCGGGGCGAA 


AACTCTCAAG 


5320 


GATCTTACCG 


CTGTTGAGAT 


CCAGTTCGAT 


GTAACCCACT 


5360 


CGTGCACCCA 


ACTGATCTTC 


AGCATCTTTT 


ACTTTCACCA 


5400 


GCGTTTCTGG 


GTGAGCAAAA 


ACAGGAAGGC 


AAAATGCCGC 


5440 


AAAAAAGGGA 


ATAAGGGCGA 


CACGGAAATG 


TTGAATACTC 


5480 


ATACTCTTCC 


TTTTTCAATA 


TTATTGAAGC 


ATTTATCAGG 


5520 


GTTATTGTCT 


CATGAGCGGA 


TACATATTTG 


AATGTATTTA 


5560 


GAAAAATAAA 


CAAATAGGGG 


TTCCGCGCAC 


ATTTCCCCGA 


5600 


AAAGTGCCAC 


CTGACGTC 






5618 
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REVENDICATIONS 

1. Vecteur nucleotidique comprenant au moins : 

- un gene ou un ADN complementaire codant pour 
au moins une partie d • une proteine d'un virus, et 
5 - un promoteur permettant 1' expression de ce 

gene dans des cellules musculaires . 

2. Vecteur selon la revendicatlon 1, 
caracterise en ce que le virus est celui d • une 
hepatite . 

10 3. Vecteur selon I'une des revendications 1 et 

2, caracterise en ce qu'il ne se replique pas dans les 
cellules. 

4. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 

3, caracterise en ce que le gene code pour au moins 
15 une partie d'une proteine du virus de 1 • hepatite 

5. Vecteur selon la revendicatlon 4, 
caracterise en ce que la proteine est la proteine S,S~ 
preS2 ou S-preSj-PreS^ . 

6. Vecteur selon la revendicatlon 4, 
20 caracterise en ce que le gene est le gene S. 

7. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 
3, caracterise en ce que le virus est celui d'une 
hepatite A ou d'une hepatite non-A, non-B/ telle 
qu'une hepatite C , E ou delta. 

25 8. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 

7 , caracterise en ce que ledit promoteur est le 
promoteur du cytomegalovirus 

9, Vecteur selon I'une des revendications 1 a 6 
et 8, caracterise en ce qu'il est le plasmide pCMV-HBS 

30 depose sous le n* 1-1370 aupres de la CNCM le 21 
Octobre 1993. 

10. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 
6 et B , caracterise en ce qu'il est le plasmide 
PCMVHB-S1.S2 .S depose aupres de la CNCM sous le n*I- 




wo 95/1 1307 PCT/FR94/O0483 

34 

1411. 

11. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 
6 et 8 , caracterise en ce qu'il est le plasmide 
pCMVHB-S2.S depose aupres de la CNCM sous le n' 1-14 10. 
5 12. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 

6 , caracterise en ce qu'il est le plasmide pRSV-HBS 
depose sous le N''I-1371 aupres de la CNCM le 21 
Octobre 1993. 

13. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 
10 7, caracterise en ce que ledit promoteur est celui des 

genes de surface du virus HBV. 

14. Vecteur selon la revendication 13/ 
caracterise en ce qu'il est le plasmide pHBV-Sl.S2.S 
depose aupres de la CNCM sous le n* 1-1409. 

15 15. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 

1, caracterise en ce qu'il comprend un promoteur 
interne. 

16. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 
6, caracterise en ce qu'il comprend un promoteur d ' un 

2 0 gene d'une proteine du cytosquelette . 

17. Vecteur selon la revendication 16, 
caracterise en ce qu'il comprend le promoteur de la 
desmine . 

18. Vecteur selon I'une des revendications 16 et 
25 17, caracterise en ce que le promoteur est homologue a 

I'hote auquel doit etre administre le vecteur. 

19. Vecteur selon I'une des revendications 1 et 
3 , caracterise en ce qu'il comprend des genes codant 
au moins en partie pour la proteine gpl60 du virtus 

30 HIVl associee a la proteine p25, et/ou a la proteine 
p55, et/ou a la proteine pl8. 

20. Vecteur selon I'une des revendications 1 et 
3 , caracterise en ce qu'il comprend au moins un gene 
codant pour la proteine Rev du virus HIVl. 
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21- Sequence nucleotidigue comprenant un 
promoteur homologue a 1 • hote et une autre sequence de 
regulation pour 1' expression d'un gene ou d'un ADN 
complementaire codant pour S, S-preS2 ou S-pireSj^- 
5 preS2 • 

22. Sequence nucleotidigue comprenant un 
promoteur homologue a 1 ' hote et une autre sequence de 
regulation pour 1' expression d'un gene ou d'un ADN 
complementaire codant pour la proteine gpl60 associee 

10 a p25 et/ou a p55 et/ou a pl8- 

23. Sequence nucleotidigue comprenant un 
promoteur homologue a 1 ' hote et une autre sequence de 
regulation pour 1* expression d'un gene ou d'un ADN 
complementaire codant pour la proteine Rev. 

15 24. Vaccin, caracterise en ce gu'il contient au 

moins un vecteur selon I'une des revendications 1 a 20 
ou une sequence nucleotidigue selon I'une des 
revendications 21 a 23. 

25. Composition capable d'induire une reponse 
2 0 cytotoxique constitute par au moins une seguence 

nucleotidigue exprimee dans les cellules musculaires 
et comportant un promoteur tel gue def ini dans 1 ' une 
des revendications 15 a 18, 

26. Composition pharmaceutigue non lipid±que 
25 destinee a 1 ' immunisation a I'encontre d'une infection 

virale telle gu'une hepatite comprenant au moins d'une 
part une substance capable d'induire une necrose 
coagulatrice des fibres musculaires et d'autre part un 
vecteur selon I'une des revendications 1 a 20 ou 
30 comportant la seguence nucleotidigue , complete ou 
partielle selon I'une des revendications 21 a 23- 

27. Composition selon la revendication 26, 
caracterisee en ce gue ladite substance est la 
bupivacaine. 



wo 95/11307 PCT/FR94/O0483 

36 

28. Composition selon la revendication 27, 
caracterisee en ce que ledit vecteur est administre 
dans le muscle de I'individu a immuniser, au minimum 
cinq jours apres administration de la bupivacaine, 

5 sensiblement au meme endroit. 

29. Composition selon la revendication 28, 
caracterisee en ce que le vecteur est administre dix 
jours apres administration de la bupivacaine. 

30. composition selon I'une des revendicat ions 
10 26 a 29 , caracterisee en ce que 1 • administration est 

effectuee par injection intramusculaire . 

31. Composition selon la revendication 30, 
caracterisee en ce que 1' injection intramusculaire est 
effectuee a I'aide d'un pistolet a jet liquide. 

15 



20 
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Sea 1 5173 
Pvu 1 5062 



12Bgl II 

206 Nru I 
228 Mlu 1 

483 Nde 1 
588SnQBI 

890 Hind III 




Pvu II 3624 
Xhol 3438 
BsmI 3375 
BstBI 3136 

BssH n 2852 



7171 Not I 
2798 Eag I 
2807 Sac II 
2768 Bql II 



896 Asp 718 
896 Kpn I 

902Apal 911 Xhol 
962 Avr 11 



1608 Xca I 



1815 Dra III 
1848 Nsi 1 



FIG.1 



FEWLU DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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FIG.2A 
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FIG.2B 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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SgqI 5292 
PvuIS1&1 



12 Bql II 

206 Nru I 
228MluI 

483 Nde I 
588SraBI 
889 HinD 111 
906 EcoR I 
1037PqgR71 
1037Xho I 
1088 Avr II 

pCMVHB.S2.S II 1211 Ball 



Pvu 11 3743 



BsmI 3490 




1941 DroIII 
1974 Nsi I 



BstBI 3251 

BssH II 2967 
Sqc II 2922 
Eaql 2913 
Not I 2912 



FIG. 3 



Sea 1 5711 
Pvu 15600 



Pvull 4162 




206 Nru I 
228 Mlu I 

4© Nde I 
588 SnaB I 

895 Asp 718 
895 Kpn I 
901 Apal 
925 ClQ 1 
937 EcoR V 
949 Pst I 
961 Sma I 
961 Xmo 1 

1507 Avr II 



BstBI 3670 

BssH II 3386 
Sac II 3341 
Ea<9 1 3332 
Not I 3331 



2360 Dra 111 
2393 Nsi I 



FIG. 4 



HWLLE DE REMPLACEMENT (RE6LE 26) 
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ScQl 4889 



Bgl I 4525 



206 Nru 1 
228 Mlu I 
299Bsu36 I 
515 EcoR 1 
e06 HinD 111 
612 Asp718 
612 Kpn 1 
618 ApQ 1 
678 Avr 11 



Pvu 11 3340 




1324 Xca 1 

1531 Ora 111 
1564 Nsi I 



Bsm I 3091 

BstB I 2852 



2513 Not 1 

2514 Eqq I 
2523 Sac 11 
2531 Sac I 

2568 BssH 11 



FIG. 5 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



2 0 J urn m 



FORMULE INTERNATIONALE 



DESTINATAIRE 



INSTITUT PASTEUR 
Bureau des Brevets et Inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL, 
delivre en vertu de la regie 7.1 par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
idencififie au bas de cette page 



L_ 



NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



J 



1. IDENTIFICATION DU MICRO -ORGAN I SHE 



Reference d ' identif ication donnee par le 
DEPOSANT : 



pHBV-S1.S2.S 



Numero d'ordre attribufi par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 

1-1409 



II. DESCRIPTION SCIENTiriQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOMIQUE PROPOSEE 



Le micro-organisme identifie sous chiffre 1 ecait accompagn^ 
d 'une description sclent Iflque 



d 'une designation taxonomlque propos^e 



(Cocher ce qui convlent) 



111. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presente autorlte de depot Internationale accepte le micro-organisme Identifie sous 
chiffre I, qu'elle a re9u le 22avril1994 (date du depot initial) 1 



IV. RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 



La presente autoritfi de dfip6t Internationale a regu le tticro-organisme identififi sous 
chiffre 1 le (date du depot initial) 

«t a re^u un« requete en conversion du dfip6t initial en dep6t conforme au Traitfi de 
Budapest le (date de reception de la requite en conT^crsion) 



AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Adresse : 



CNCM 

Collection Nat'ionale 

de Cultures de MIcroorganismes 

INSTITUT PASTEUR 

28. Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Signature(s) de la (dea) personne(8) 

coiiipetenteCs) pour reprfisenter I'autoritfi 

de d£p6t Internationale ou de IMdes) 

einploy€(s) autoria6(a) : Mme Y, CERISCT 

*^ Direcleur Administrattf de ta CNCM 



Date : Paris, le 17 mai 1994 



1 En cas d'application de la regie 6.A-d), cette date est la date k laquelie le statut 
d'autorit^ de depot Internationale a ete acquis. 



Pomule BP/A (page unique) 



2 0 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONHAISSAKCE 
INTERNATIOHALE DU DEPOT DES MICRO-ORGAHISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



FORMULE INTERNATIONALE 



["dESTINATAIRE : 

Madame D. BERNEMAN 
Bureau des Brevets et Inventions 
INSTITUT PASTEUR 
28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



NOH ET ADRESSE DE LA PARTIE 
A LAQUELLE LA DECLARATION SUR LA I 
VIABILITE EST DELIVREE I 



DECLARATION SUR LA VIABILITE, 
delivrSe en vercu de la regie 10.2 par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
IdentlfiSe a la page sulvance 



I. DEPOSANT 


II, IDENTIFICATION DU MICRO-ORCAKISME 


Nom : INSTITUT PASTEUR 

Adresse : Bureau dcs Brevets et Inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 


Nuin€ro d'ordre atcrlbu£ par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 

1-1409 

Date dv d€p6t ou du rransfert ^ : 

22 avril 1994 



III, DECLARATION SUR LA VIABILITE 



La viablllc£ du mlcro-organlsme Identlfle sous chlffre II a £t£ contr616e 

le 25 dVrll 1994 ^' ^ cetre date, le micro-organisme 



□" 



£talt viable 



n'etalt plus viable 



1 Indiquer la date du d£p6t initial ou, si un uouveau d€pdt oil un transfert one €t6 
effectu^Sy la plus rScente des dates pertlnentes (date du uouveau d£p6t ou date du transfex-t), 

2 Dans les cas vises a la regie 10.2,a)li) et ill) » nentionner le controle de vlabllitfi 
le plus recent. 

3 Cocher la case qui. convlent. 



Fomule 6P/9 (preoieire page) 



IV. CONDITIONS DANS LESQUELLES LE CONTROLE DE VIABILITE A ETE EFFECTUE 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Non 



Adresse : 



CNCM 

Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28. Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 
FRANCE 



Signature (s) d« la (des ) personne(s) 
compfitenteCs) pour representex l»aiitori.t€ 
de dep6t: internatiouale ou de l»(des) 
employe(s) autorise(s) s 
YvanfieCERISIER Georges WAGENER 

D.«cte.fadministraill«»etaCNCM Sf^^^S!!!*^^^^ 




Date : Paris, le 17 mai 19D4 



4 A remplir si cette inf oxmation a ete demande 
negatifs . 



iZ si le 



resultats du cent role etaient 



Formule BP/9 (deuxieme et derniere page) 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES HICRO-ORGANISMES 
AUX ¥1NS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



20 JUiN iSS^ 



FORMULE INTERNATIONALE 



[~DE 



DESTINATAIRE 



INSTITUT PASTEUR 
Bureau des Brevets et inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL. 
d£llvr€ en vercu de la regie 7.1 par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifiSe au has de cette page 



NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



_J 



IDENTIFICATION DU MICRO -ORGAN IS ME 



Reference d * identification donnee par le 
DEPOSANT : 



PCMVHB-S2.S 



Numero d'ordre artribue par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE i 



I - 1410 



II. DESCRIPTION SCIENTIFIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOMIQUE PROPOSES 



Le micro-organisine identifie sous chiffre I etait accompagne 
d'une description scientiflque 



d'une designation taxonomique propos^e 



(Cocher ce qui convient) 



III. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presente avtorit§ de dep&t Internationale accepte le micro-organisuie identifi£ £ous 
chiffre I, qu*elle a regu le 22 aVTll 1994 (date du depot initial) 1 



IV, RECEPTION D»UNE REQUETE EN CONVERSION 



La presente autorltS de depot Internationale a regu le tDlcro-organisme identifie sous 
chiffre I le (date du dep6t initial) 

et a regu une requete en conversion du depdt initial en depot conforms au Traits de 
Budapest le (date de reception de la requete en conversion) 



AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Adresse 



CNCM 

Collection Nationale 

de Cultures de Mtcroorganismes 

INSTITUT PASTEUR 

28. Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Signature(s) de la (des) personne(s) 

coiDpetente(s) pour repr^senter l'autorit€ 

de depot Internationale ou de l'(des) 

employe (s) autorise(s) : Mme Y. CERISfBl 

Directeur AdministralU de la CNCM 



Date 



Paris, le 17 mai 1 



1 En cas d *appllcar ion de la regie 6.4.d), cette date est la date a laquelle le statut 
d*autoritS de d£p6t Internationale a £te acquis. 



2 0 JUINTO 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX PINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



TORMULE INTERNATIONALE 



[^STINATAIRE : 

Madame D. BERNEMAN 
Bureau des Brevets et Inventions 
INSTITUT PASTEUR 
28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



DECLARATION SUR LA VIABILXTE, 
dfilivrfia en vertu de la regie 10.2 par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifiee a la page suivante 



NOM ET ADRESSE DE LA PARTIE 

LA LAQUELLE LA DECLARATION SUR LA I 
VIABILITE EST DELIVREE 1 



I. DEPOSANT 


11, IDENTIPICATION DU MICRO-ORGANl SME 


Nom : INSTITUT PASTEUR 

Adresse i Bureau dcs Brevcts et Inventions 
25-26, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 


Num^ro d»ordre attribufi par 
1*AUT0RITE DE DEPOT INTERNATIONALE s 

1-1410 

Date du dSpot ou da rransferc ^ : 

22avril1994 



III, DECLARATION SUR LA VIABILITE 



La viabilite du nicro-organisinc identifie sous chiffre II a ete contr61ee 

1- 25 aVrll 1994 * ^"^^^ fiercer ganxe^e 



£ralr viable 



n'etalr plus viable 



1 Indiquer la date du dfipot initial ou, si un nouveau depot ou «n transfert ont M 
effectu€s, la plus recente des dates pertincntes (date du nouveau depot ou date du transfert), 

2 Dans les cas vis6s ft la rfegle I0.2.a)ii) et iii) , «entionner le controle de viabllitfi 
le plus recent. 

3 Cocher la case qui convient. 



Pormule BP/9 ipremlere page) 



4 

IV. CONDITIONS DANS LESQUELLES LE CONTROLE DE VIABILITE A ETE EFFECTUE 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Non 



Adresse 



CNCM 

Collection Nattonale 

de Cultures de Microorgantsmes 



INSTITUT PASTEUR 

28. Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 
FRANCE 



Slgnacure(s} de la (des) persoaseis) 
competenre ( s > pour reprSsenter I'autori.'C^ 
de dep6c Internationale ou de I'Cdes) 
eiDpIo7£(s) autoris£(6) : 



Yvanne CERISfER 

Directeur admlnistralff de ta CNCM 



Georges WAGENB^ 

ConseUler Scienimque ^ la CNCM 
pour tes souches bftct^enn«s 



Date 



Paris, le 17 mai 1994 



[ V 



4 A remplir st cette inf ormatioc a £te demandee et si les resultats du controXe £taient 
negat If s . 



Fon&ule fiP/9 (deuxieme et dernlere page) 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORCANISMES 
AUX TINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



FORMULE INTERNATIONALE 



I DESTINATAIRE : 



INSTITUT PASTEUR 



I RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL, 
d61ivr€ en vertu de la regie 7 . 1 pa 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Bureau des Brevets et Inventions identif ice au bas de cette page 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



l_ 



NOM ET ADRESSE 1 
DU DEPOSANT 



I. 



IDENTIFICATION DU MICRO-ORGAHISME 



Reference d • identif ication donnfie par le 
DEPOSANT : 



pCMVHB-S1.S2.S 



Numero d*ordre attribue par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERMATIONALE 

1-1411 



II. DESCRIPTION SCIENTIFIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOMIQUE PROPOSEE 



Le micro-organisoe identif iS sous chiffre I etait accompagn^ 
jUj d'une description scicntifique 

U[ d'une designation taxonomiqne proposee 

(Cocher ce qui con'vient) 



III. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presente autorite de depot Internationale accepte le micro-organisme identifi^ sous 
chiffre I, qu'elle a re^u le 22 avrll 1994 < ^^^^ initial) 1 



IV. ■ RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 



La presente autoritfi de depot Internationale a re^tx le micro-organisme ideotifi^ sous 
chiffre 1 le ^^^^^ d€pot initial) 

ct a regu une requete en conversion d« depot initial en depot confor»e au Traitfi de 

I ^ (date de reception de la requete en conversion) 

Budapest le ^ ^ 



V. • AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Hon 



Adre^se 



CNCM 

Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Signatureis) de la (des) personneCs) 

coapetente(s) pour representer l»autorit€ 

de depot Internationale on de IMdes) 

employe (s) antorisfiis) : Mme Y. CERISI^ 

^ ' Directeur Admintetratif de la CNCM 




Date : Paris, le 17 mai 1994 



1 En e.» ^'application de la regl- '-*•<». ^ ^' '""'^ 

d*antoric£ de d6p6t internationale a 6t6 acquis. 



2 0 JUIH mh 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECOKNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



lORMULE INTERNATIONALE 



DESTINATAIRE 



Madame D. BERNEMAN 
Bureau des Brevets et inventions 
INSTITUT PASTEUR 
28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



NOM ET ADRESSE DE LA PARTIE 
A LAQUELLE LA DECLARATION SUR LA | 
VIABILITE EST DELIVREE 1 



DECLARATION SUR LA VIABILITE, 
dilivree en verm de la regie 10.2 par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifi^e a la page suivante 



I. 


DEPOSANT 




11, IDENTIEICATION DU MICRO-ORGAN 1 SHE 


Non : 


INSTITUT PASTEUR 




NumSro d*ordre acrribuS par 
1»AUT0RITE DE DEPOT INTERHATIOHALE : 


Adresse : Bureau dcs Brevets et inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 




1-1411 

Date du dep&t ou du transfart ^ i 

22avril1994 


III, 


DECLARATION SUR LA VIABILITE 






La viabilitc du micro-organisme identlfie sous 

i« 25avrill994 ^- * 


chiffre II a €t6 contr616e 
cecre date, le micro-organisne 




ecait viable 






□■ 


Ti*€talr plus viable 







1 Indiquer la date du dfipot initial ou » si un nouveau depot ou un transfert ont €te 
effectues, la plus x^cente des dates pertinentes (date du nouveau d€p&t ou date du trans f ere). 

2 Dans les cas visfis & la regie 10.2.a)ii) et iii) , mentionner le contrfilc de viabilitfi 
le plus recent. 

3 Cocber la case qui convient. 



Portnule BP/9 (premiere page) 



IV. CONDITIOHS DANS LESQUELLES LE CONTROLE DE VIABILITE A ETE EFFECTUE 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Nom : 


CNCM 

CoHection Nationate 

de Cultures de Microorgantsmes 


Slgnarure < s ) de la (des) personne(s) 
competence (s) potir reprfisenter l*autorit6 
de depot internationale ou de l*(des) 
cinploye is) autorise ( s ) : 


Adresse : 


INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F.75724 PARIS CEDEX 15 
FRANCE 


Yvanne CERISIER Georges WAGENffl 

Direcieur adminlstfallf de la CNCM Conseflter Sctentifique do ta CNCM 

pour tM-Bouches bactenennes 

Date : Paris, le 17 mai 1994 ^ 



A A reaplir si cette izit ormation a 6te demandee et si les resultats du contrfile gtaient 
negatif s . 



Formule BP/9 (deuxleme et derniere page) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



IiitE.^^o»I Ap^oSon No 

PCT/FR 94/00483 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER ^ 

IPC 6 C12N15/85 A61K48/00 A61K39/12 A61K39/29 



According to Inlcmational Patent Qasaficatiop (IPC) or to boOi naiioaal dasafication and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documcntatioD searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N A61K 



Documentation searehed other lhan minimum documentation to the extent that such documcntt are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search tenns used) 



C. DOCUMENTS (XNSIDERED TO BE RELEVAMT 



Category * 



Citation of document, with indication, where ^jprophate. of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



W0,A,93 09236 (BAYLOR COLLEGE OF MEDICINE) 
13 Hay 1993 

see page 12, line 13 - line 15; claims 
6,38-43 



PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA., 

vol.90, 1993, WASHINGTON US 

pages 4156 - 4160 

WANG ET AL. 

cited in the application 
see the whole document 

-/-- 



1.3.8. 

24.25 

2.4-7. 

13.16. 

17. 

19-23. 
26-31 

19.20. 
22.23, 
26-30 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family manbcrs arc listed in annex. 



* Spcaal categories of dtcd documents : 

"A' document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular rclevaoee 
'E' earlier document but published on or after the international 
filing date 

X' document which may throw doubts on priority daimCs) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 
'O' doctunent referring io an oral disdosure, use, cadu'taitioa or 
other means 

document pubb'shed prior to the intematiaQa] filing date taut 



T later document puhlisbcd after the intBmatiooalfiUixB«>«e 
Apriority date and not in conflict with the 
dted to ondentand the piindplc or theory undolyms tbe 



document of particular relevance; the ^^oa^ mvao^m 
cannot be considered novel or csnnot be coosidercrtto 

involve an inventive step when the document is talcen aiooc 
document of particulir rdevancc; the dsimed in^'*^**'*^ 
cannot be considered to involve an inventive step w^™"* «« 
docunent is combined with one or wart other suctt ooay 
SKnis, such conAanaticn being obvious to a periaxi siouca 
in the an. 

document member of the same patent family 



Date of the actual conqdetion of the intemationa] search 

2 August 1994 


Date of mailing of the imematiooal search report 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P3. 5818 Patcndaan 2 
NL - 2280 HV Rijswi jk 
Td.(-^ 31-70) 340-2040. 31 651 epo nl. 
Fax (-f 31-70) 340-3016 


Attthoiized officer 

Gurdjian, D 



Form PCT/lSA/310 (second Attt) <Jaly 1993) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH RETORT r-- 



C.(ConBnuaOon) DOCUMEN TS CONSIDERED TO BE RELEVANT 

Qtation of document, with indicinon. where appnphatt. of the relevant pasaages 

SCIENCES ET AVENIR, September 1993, FR 
pages 22 - 25 
P.CHAMBON 

cited in the application 
see the whole document 

DEVELOPMENT, 

vol.117, no. 3, March 1993, CAMBRIDGE GB 
pages 947 - 959 

LI Z ET AL 'DESMIN SEQUENCE ELEMENTS 
REGULATING SKELETAL MUSCLE-SPECIFIC 
EXPRESSION IN TRANSGENIC MICE' 
see the whole document 

W0.A,88 06185 (SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH 
FOUNDATION) 25 August 1988 
see page 18, line 1 - line 6; claims 22-31 

WO, A. 92 06212 (SMITHKLINE BEECHAM CORP.) 
16 April 1992 
see claims 17-19 

Wb,A.93 17111 (THE WELLCOME FOUNDATION 
LTD.) 2 September 1993 
see claims 1-15 

US, A. 4 592 742 (SERGIO LANDAU) 3 June 1986 
see the whole document 



Feim PCT/ISAySIO (CDntinuatiaB of amt ihMt) (July IMl) 



iDic ^onal Applicalian No 

PCT/FR 94/00483 



Relevant to claim No. 



16,17 



2,4-6. 
13,21 



20,23 



31 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family membcra 



al ApplicaooD No 

PCT/FR 94/00483 



Patent document 
cited in search report 



Public^on 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO-A-9309236 


13-05-93 


US-A- 
AU-A- 
CA-A- 
PT-A- 


5298422 
3124693 
2122617 
101042 


29-03-94 
07-06-93 
13-05-93 
28-02-94 


WO-A-a80618& 


25-08-88 


AU-A- 
EP-A- 
ZA-A- 


1391888 
0301083 
8800970 


14-09-88 
01-02-89 
10-08-88 


WO-A-9206212 


16-04-92 


EP-A- 


0502179 


09-09-92 


WO-A-9317111 


02-09-93 


AU-B- 


3572593 


13-09-93 


US-A-4592742 


03-06-86 


NONE 







Foim PCT/XSA/310 (pat*nt family utntt) <JuIy 1993} 



RAPpW DE recherche INTERNATIONA^ JT- 

PCT/FR 94/00483 



A . CL ASSEM ENT DE L'OBJET DE LA D EM ANDE i^won/io acii^'JO/OQ 

CIB 6 C12N15/85 A61K48/00 A61K39/12 A61K39/29 



Sdon la classification intcmationale dcs brevets (CIB) ou A U fois sdon la dasnfication nationaic ct la CIB 



B, DQMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consult*e (sysitmc de classification suivi des symboles de dasscmmt) 

CIB 6 C12N A61K 



Documcntabon consullte autre que la documentation mmimale dans la mesure ofi ces documents rcl^l des domaiiics sur lesquds a part* la rechercnc 
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